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- Es sabido quc las enzimas, quc son Ge naturales

proteinica y cus cominmente son. solvbles en.aguz, compren-

sas y veriodos reécciones guimicas, que ticnen lugar en los
organismos vivos, Ias enzimas pueden aislarse también y il
lizarse en aplicaciones analiticas, médicas e industriales.
- Por ejemplo, encuentron uso en aplicaéiones industriales de

preparaciln de productos alimenticios, tales como quUeso 0

[ pan, siendo asimismo utilizédos en ls preparacidn de bebidas
alcohélicas. Algunos usos especificos en la industria pue-~
den encontrurse en los usos de enzim&s; ‘tales como en la re
solucidén de sminodcidos; en la modificacidn de penicilina
para formsr diversos substratos de la misma; el uso de di-
versas proteasas e¢n la fabricacidn de queso, ablandamiento
de la carne, formulaclones de detefgantes, manufacturs der_
cuero y cdmo agentes auxiliares de la digestidn; el uso de
carbohidrasas en la hi@rélisis del almidén, inversién de
sacarosa, isomerizacidén de glucosa, ete; el uso de nucleasas
para la regulacidén de sabores; o el uso de oxidesas.para
evitar la oxidacién ¥ la regulacibn del color de los produc
tos alimenticios, Estos usos, asi como muchos otres, hen si-
do bien descritos en la bibliografia.

Como se ha expuesto en lo gue antecede, puesto gue
las enzimas son cominmente solubles en zgua y son general-
mente inestables y fédcilmente desactivadas, son también dQi-
ficiles, bien sea de separar de las scluciones en las ouc
se utilizan, para su :eutilizacién subsiguiente, o bien ve-
sulta dificil mzntener su actividad catalitica durante un
pefioéo de tiempo relativamente prolongado. las dificultades

anteriormentc mencionadas conducirdn, desde lueso, & un sumc

den catalizadores bioldgicos que sirven para regular numero
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|_to del cosle del uso de enzimas para fines comerciales, de=~

‘zima, siendo esta subs 1tuc16n usualmenite necesaria despuds

‘lativos a los efluentes y una minima manlpulacldn de materid

‘do, se adsorbe sobre un derivado celuldsico, tal como celu-

2
Ltajn nam. -

bido a la nccegidad de una substitueidn Trecuente de la en-

de cada upiic weidn. Pora contr wrregtar el alto coste de la
substitucidén, sce ha sugerido inmovilizar o insoluopilizar
las enzimas antes de su utilizacién. Immovilizando las en-
zimas mediante diveréos sistemas expuesﬁos en lo que sigue
con mayor detalle, es posible estabilizar las enzimas de
una manera relativa Yy, por lo tanto, permitir la reutiliza~
¢idén de la enzima, la cual pucoe de otro modo, experimen-
tar una descctivacidén o perderse on el medio de rcaccién.
Tales enzimas inmovilizadas o insolubilizadas pueden empleay
se en diversos sistemas de reactores, tales como en colum-—
nas de relleno, en reactores constituidos por depdsitos
agitodos, ete., dependiendo de la naturaleza del substra%o
que se utiliza en ellos., En general, la inmovilizacidn de

las enzimas suministra una estabilidad ambiental y estructu

ral, mds favorable o mds general, un minlmo de problemas re

les, asi como la posibilidad de acrecehtar la actividad de
la enzima.propiamente dicha. | |

Como se ha expuesto c¢n lo que antecede, se han des
crito varios métodos generales, asl como muchas modlflcaclo
nes de los mismos, mediante los cuuales se puede efectuar la
inmovilizacién de las enzimas. Un método general consiste
en adgorber la enzima en una superficic sélida como, por

ejemplo, cuando una ensima, tal como la acilasa de aminodci |

losa DEAE; la papaina o la ribonucleasa se adsorben sobre vi

drio poroso; la catalasa se adsorbe sobre carbdn vegetal;
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| 1a tripsina se adsorbe sobre vidric de cuarzo o celulosa,
la quimotripsina ce adsorbg sobre caolinita, ete. Otro méto
‘do general es ocluir una enzima en una malla de gel, tal co
mo la cclusidn de glucosidasa, ureasa, papaina, etec., en un
gel de poliacrilamida; la oclusién ce acetilcolinesterasa

en un gel de almiddn o en un polimero de .silic

=

na; la oclu—
sidn de transuninasa glutdmico-pirdvica en un gel de polia-

g
v

mida o0 ée acetabto de celulosa, etc., Un método general adi--

cional es una reticulacién mediante reactivos bifuncionalés,
y puede cfectuarse en cpmbinacién bien sez con cualquiera
de los métodos generales de inmovilizacién anteriormente
mencilonados, CuanGo se utiliza este método, los reactives
bifvneiconales o polifuncionales que pueden inducir la reti-
culécién intermolecular, unirdn covalen%c@ente las enzimas
& cada uno de aquellos, asi como sobre un soporte sélido.
Bste método pucde ilustrarse mediante el uso de aldehido
glutdrico o deide bisdiazobenzidina-2',2'-disulfénico pecrs
unir una enzima, tal como papzina, sobre un soporte sélido,'
etec. Un método zdicional mds para ln inmovilizacidn de una
enzime, comprende el método de una unidn covalente, en la .
cual enzimas, tales como glucosmilasa, tripsina, papaina;
preness, omilasa, glocosidasa, pepsina, renina, proteasa fin
gice, lactasa, etc., se inmovilizan mediente {ijacidén cova-
lenfe a un meterisl polimérico, que estd fijado por diversos
medics 2 un soporte porosc y sélido, orgdnico o inorgénico.
Este método puede combinarse también con los procedimientos
de inmovilizacién enteriormente mencionados.

Tos métodos Ge inmovilizor enzimas arriba enumera-
dos, poseen todos cllos algunas (esventajas, que desvirtian

su utilizacidn en procedimientos industriales. Por ejemplo,
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Lcuando una enzima se adsorbe directurente sobre la superfi-

tloja nam.

cie ¢e un soporte, lag fucrias de vnidn que resultan entre
la enzima y el soporte portador, son frecuenbemente muy dé-
biles, aunoue en slgunos casos de la téenica anterior se ha
indicadc que se han obtenido conjugsados de este tipo, rela-
tivamente estaﬁlcs, cuando el tamalfio Ge poro del soporte y
cl diZmetro del espin de ia enzima estdn corraiaciOnados.
Sin embargo, en tales casos, se espeeifica que cl tamaﬁétds
poro del soporte no puede exceder de un didmetro de unos:
1.000 isngstroms. Ln vista de esta débil unidn, la enzima se
degorbe con frecuencia fédcilmente, cn presencia de solucio-
nes del substrato que estd siendo tratado. Adpmés de esto,
la enzima puede ser desactivada parcial o extensemente, de-
bido a su fualta de movilidad, o debide a la interaccién cn-
tre el soporte y el punto activo de la enrzima, Otro procedi
miento que puede emplearse, es la oclusidn de enzimas en
ldtices de gel, que puede efectuarse polimerizﬁndo una 5ol
cién o emulsién acuosa que contiene la forma monémera del
polimero y la enzima, o incorporando lu enzima al polimero
previamente formado, mediante diversas técnicas, frecuente-
mente en presencia de un egente dé rcticulacidn. Aunque es-
te método de inmovilizar enzimas ofrece una ventaja debida
2l hecho ¢e que las condiciones de reaccién utilizadas para
llevar a efecto la oclusidn son usualmente suaves, de‘tal
manera que con frecuencia hay poca alteracién o desactivacit
de la enzima, tienc también desventajas debidas a que el conl
jugado ticne una resistencia mecénica escasa, 1o que da co
mo resultado una compectacidén cuzndo se utiliza en columnes

en los sistemas de flujo continuo, con una obstruccidén con-

comitante de la columna. Tales sistemas tienen también varig
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.clones bastante ampliaé éel tamai.o de poro, comjuciendo de
este moic a alpunos tamvtios de pore gue son suficientemente
grandes para permitir la pérdide Ge le ermima. Aderds, algu
nos Gamnaios de pore pucden ser suficientemente pequefios, de
tal modo que lac grandes barﬁeras de difuszidn para el trans
porte de substfaéo v del producto, conéucirin a un retardo
de 1o remccidn, siendo esto cspecialiente cierto en el caso
cn que se utilice un substrato de peso molecular alto. Lus
desventajas gque hay presentes cuando se inmoviliﬁé una onzi
ma, por reticulacidén intermoleculer, come ya se ha sefialado,
son debidas a la falta de movilidad canla desactivacide
consiguviente, debhida a ia imposibilidad de que la enzima'
asuma la configuracidn natural necesaria para una actividad
mdxima,; en particular, cuando el punto activo interviene en
la operacién de unién,

Tos métolos de unidn covalente han encontradoe ar—
plias aplicaciones y pueden ser utilizados, bien 568 CONe
Unica téenica de inmovilizacién, o como una parte integrante
de nuchos de los»métodos ya Gescritos, en los cue se enplean
reacciones de reticulacidn. Ezte método se utiliza frecuen-
temente para unir la enzima, asi cdmo el soporte, medisnte
una molécula intermediaria bifuncional, en gque los grupos
funcioneles de la molécula, tales como, por ejemplo, gamma-
amino-propilirietoxisileno, son capaces de reaccionsr, con

" los. restos funcionales presentes tanto en la enzima como en
el soporte poroso, orgénico o inorgénico. De esta manera se
ha empleado unn.amplia éiversidad de.reactiﬁbs y sopbrtes,
y el método tiene la ventajd de suministrar uniones convalen
tes fuertes en todo el producto conjugado, asi como, en mu-

chos casos, una gran actividad. E) enlace covelente de la
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-enzima con el portador, debe lleverse a cabo a través de gry

pos funcionales dc¢ la enwima, que no sean esenciales para
su activided catalitica, tales como grupos amino, grupos
carboxilo, grupos hidroxilo, grupos fenélicos, grupos sul-
fhidrilos, etc., libres. Estos grupos funcionales reacciona
rin también coﬁ una amplia diversidad de otros grupos fun-
cionales, taleé como aldehido, isocizmnato, ocilo, diazo,
azido, éster activado anhidro, etc., para producir uniones
covalentes. Sin embargo, este método iicne tembién frecaen-—
temente nvmerosas desventajﬁs, que implican costososreaccig
nantes y disolventes, asi como soportes porosos especizliza
dos y costosos, y métodos en variag etapas, engorrosos, gue
hacen que el método de preparacidén no sea econdmico parz ung
aplicacidn comercial,

Por lo tanto, la técnica anterior estd repleta de
diversos métodos para inmovilizar enzimas, los cuales, sin
embargo, fallen de diversas maneras para satisfacer les -ve-
querimientos del uso industrial econdmico. Sin embgrgo, co-
mo se expondrd con mayor aetalle en-lo que sigue, ningune
de las composiciones de la #écnica anterior comprende la
composicidn de materie de la presente invencidn, que consti
tuye un sqporto poroso inorgdnico, que contiene un copolime
ro formado in situ a partir de un mondmero polifuncional, un
polimero_de bajo peso molecular, un hidrolizado de polimero,
o un polimero previamente formado; de origen natural o sin—
tético, por reaccién con un monémero bifuncional, estando el
copolimero formédo substancialmente ocluido dentro de los
poros de dicho soporte, y qﬁe contiene grupos colgantes, con
funciones terminalcs, que sobresalen del mismo; estondo la

enzima unida covalentemente a los rcstos activos en les por |
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-ciones rcactivas terminales de log grupos colgantes, permi-
tiendo de este modo la libertad de movimisatos cue permiti-
réd a le enzima ejercer una acti#idad mdxima. Una porcidn va
rigble de la enzima serd también adsorbida sobre la matriz,
'pero esto se réconocerd como una consecuencia inevitable de
casi todosllosfmétodos‘de inpovilizaeién que implican sopor
tes inorgdnicos porosos, y no debe considerarse como un as-—
pecto crucizl de este invencidn. Ademds, la unién entre el
soporte inorginico y el copolimero orginico que hé sido pre
prarade in situ en los poros del soporte, no es covalente,
sino mds bien de naturaleza fisico-quiﬁica vy mecédnica, y la
“matriz inorgﬁnica—orgénipa as{ producida presenta una alta
estabilidad y una alta resistencia a la rotura. Como ejem~
plos adicionales de la téenica anterior, la patente de Esta
dos Unidos numero 3.556.945 se refiere a materiales comguss
tos:enziméticos, en los que la enzima estd adscrbida dircetg
mente a un soporite inorgdnicc, tel como vidrio. Ia pavente
 de Estedos Unidos mimero 3.519.538 se refiere a materiales
compuestos enzimdticos, en los gue las enzimas estdn copula
dag guimicemente pormedio de un agente de copulacidn de si- |
lano intermediario, o un portador inorpgdnico. De una meners
similar, la patente de Estados Unidos nimero 3.783.101 uti-
liza ‘también un material compuesto organosildnico como agen

te de unidbn, estando la enzima copulada covalenicmente a un

portador Ge vidrio, por medio de un agente de copulacién de

de copulacibn fijada al portodor, mientras que la porcién
orgénica del agente de copulucibn estd copuleda a la enzima,
conteniendo la composicidn un éxido metflico sobre la super

Ticie del porfador dispuesto entre el portador y la porcidn
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de siliciodel agunte de copulacidn., En la pztente de Extados
Unidos nduero 3.821.063, un polimero insoluble en aguz, tel
como polincroleina, se deposita sobre un portador inorginicq
¥, secquidamente, una enzima se enlazo covalentemente a los
grupos~ aldchido del polimero. Sin embargo, e acuerdo con
la mayoria de ios cjemplos expuestos en esta patente, es ne
cesario hidrolizar primeramente el material compuesto, antes
de deposituar la cnzima sobre el polimero. Adicionalmente, =
producto que se cbilene por el méiodo de esta pafente, ado~-
lece de varias desvenlajas, ﬁorque, en primer luger, requie-
re primero la operacidn dedepdsito o inicizlmente la fovma-
cién, del polimero deseado en un mgdio orgénico, seguida po
su depbésitc sobre el portador inorgdnico, con una subsiguien
te operacidn de purificacién, que implica la destilacidén pa
ra separar cl medio orgdnico. Ademds de esto, en otro métodg
expucsto en.esta referencia; se requiere una reaccidén hidro
1{tica adicional, con cl fin ée libefar Los gfupos aldehido
de la configuracidén acetdlica inicial en la que éstos se
hallan en ¢l polimecro. Puesto que éstos restos aldehido es~
tdn fijados directamente a la cadena fundamental del polime
ro, la enzima se encuentra también en posicién adyacente a
la superficie del polinero, debido a que dicha enzima egtd
separada de la superficie del polimero por solamente un dto
mo de carbono del grupé aldehido reaccionante y, por 1o tan
to, la enzima estd evidentemente sometida a las influencias
fisico~quinices del polimerc, y estd también relativamente
inmovilizada e inhibida para asumir su configuracidn éptima.
Otra patente de la técnica anterior, a saber le putente de
Estedos Unidos ndmero 3.705.084, describe un reactor enzimd

tico macroporoso, en el cual una enzima estd adsorbida sobre
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-1o superficic polimera de un tdecleo de reactor macroporoso

tas, 12 cnzina se inmoviliza adicionalmente en parte, y no

cribe también upe enzime biolégicamenie activa e inmoviliza

Bajs atm. 9

&
-
£

iespuds, es reticulacu in situ. Reticulando las enzimes

sobre la superficie polimera después de la adsorcidn de és~

puede sciuar libremente, como en su estado nativo, come ca-
talizador. La reticulacién de enzimas, en efecto, las enla-
za entre si, evitendo de este modo un desplazamiento libre

de la cnzima, y disminuye la movilidad de la enzima, lc 2ual

es un requisito previo necesario pora une activida& mé&ima.
Ia patente de Estudos Unicdos mimero 3.654.083 des-
cribe un conjugado enzimdtico, soluble en agua, que se. pre-
para a partir de un soporte orginico sgluble en agua, al
cual se reticuls la enzima y cuya utilidad estd limitada 80
laménte a compqsicionas'limpiqdoras y a ungllentos farmacéu-
ticos. Sin embargo, esta composicidn enzimdtica adolece Vzm
bién de las desventajes de la estrecha proximidad y entfelg
zonmiento entre enzime y sopdrte, asi como de la escasa re-
sistencis mecdnica que muestran generalmente ios.conjugados

enzimdticos bastdos sobre soportes polimeros orgdnicos.

La patente de Egtados Unidos atmero 3.796.634 des—~

da, que difiere en considcrable grado de los conjugados enzi
méticos inmovilizados Ge la presente invencidn., El conjugzdd
enzimdtico de esta patente consiste en un soporte inorgdni-
co, que comprende particulas coloicales gque foseen un tama-~
fio de particula comprendido enire 50 y 20.0C0 Angstroms, cor
una polietiléndimiha, sicnio esta Ulbima reticulsda con al-
dehido glutdrico para fijar-el poii@ero reticulaﬂo;asi for-
nodo, en forma de uny monocapa, sobre la superficié de las

pariiculas coloideles, seruida por la adsorcidn de la ensimg
I
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directamente sobre esta monozepa. Degpuds de esto, la enzimg
gue estd cescrbide como ung menocep sobre la superficie de
las particulac coloidules, se reticula seguidamente con al-
dehido glutdrico adicional a otrcs moléeulas enzimiticas ad
gorbidas, para evitar que aquella se desorba fdcilmente du-
rante el uso. No existe ninguna indicacidn de ninguna unién
covalonte entre enzima y matriz polimera, como lz que hay
presente en la prescnte invencidn. Por lo tanto, al ser re~
ticuladas las moldéculas enzimdticas una Eon otra, sobre la
superficic del soporte, este conjugado estd sujeto 2 desac~
tivacién por la resecién de reticulacidn y por los efectos
elecirédnico. y estérico de la superficie, poseyendo diche
enzime una movilidad limitade. Debido a que el producto de
esta patente es de naturaleza'coloidal, posee también uﬁa
utilidad muy limifade para aumentar su cacala de'produccgén
hasta una operacién comercial, ya que no pucde ser utiliia—
do en un sistema e flujo continuc, tal como una colurna ép
relleno, dehido a que 0 bien seriz arrastrado a io largo'yw
fuera del. sistema con la corriente-de liguido en circulacidH,
0 bien, si sec empleara una membrana restringente, 1as’part£
culas serian pronto empaquetadas contra la berrera, para
formar una capa impernmecable. Ademés, tal producto coloidal
no podria scr ﬁtilizado con facilidad en un aparato de lechd
Ffluidificado, limiténdosede este modo lz principal utilided
& un reacior de Tipo discontinuo, tal como un reactor del
tipo de depésito agitado, desde el cual habria de separarse
dicho producto, por centrifugacidén, después de cada ciclo

de uso. Zn contraste con esto, los conjugados enzimdticos
inmovilizados de la presente invencidn, pueden emplearse en

una amplia diversicad de reactorcs de tipo discontinue o coy
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 tinuo y, por lo tanto, son mucho mds susceptibies de milti-
ples aplicaciones; en le que respecta a sus modos de apli-
‘cacién,

Ademds, otra referencia de la téenieu snterior, la
paténte de Estados Unidos mimero 3.959.080, se refiere a ung
matriz portadora para la inmovilizgqién de substancias bio-
quimicanicnte eficaces. Sin embargo, la matriz que se produce
de acuerdo con esta referencia, conatituye el producto den;
vado de la reaccidén de un polimero orgéniéo, que contiene
grupos de hidrezide dcifa o de azida feida, reticulables;
éon un agente de reticulacién bifuncicnal, tal como aldehide
glutérice. No obstante, esta matriz adolece también de ln
eatabilidad mecdnica relativamente escssa y de otras defi-
cieﬁcias, que son caracteristicas de los soportes enzimiti-
cos orgdnicos, asi como de las reacciones_orgénicasvreJ?ﬁi~
vamente complicadas, empleadas para la preparaciéﬁ de ﬁa;ég

hidraziéas polimeras, etc. \
Como se mostrard en lo que sigue'con ma&or detalle;
la matriz orgdnico~-inorgdnica de la’presente invencidn sumi
nistrard un soporte, al cual'pueQe unirse covalentemente una
enzima, para suministrar un material compuesto catalitico,
gque manlenga su actividad y su’estabilidad durante un perio
do de uso relativamente prolongaco. '

MEMORTA DESCRIPTIVA

Esta invenéién.se refiere a composiciones de materis
gue comprenden matrices de soporte pora enzimas inmoviliza-
dos. Mds especificamente, la invencidn concierne a matrices
de soporte, gue consisten en un material compuesto orgénico-

~inorgdnico, en el cual el material de soporte inorgdnico es

t4 conmbinado con un copolimero orgdnico preperado in situ y
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|_substancialrmente ocluido dentro de los poros del soporte
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inorgdnico. ¥1 copolimero sc¢ forma por rcaccién de aminopo-
lieostireno con un exceso suficiente de wr mondmero bifuncig
nal, que contiene recstos reactivos adecuados, para obtener
un producto copolimero que contiene pgrupos colgantes con
funciones terminales, capaces de unir enzimas éovaientemcnn
te a sus porcidnes reactivas terminales. Ademds, la invencid
concierne también a un procedimiento psra la preparaci@h dae
estas matrices,

Coro se ha expuesto eh lo que antecede, el uso de
enzimas en aplicaciones analiticas, médicas o .industriale:
puede acrecentarse en gran manera, en el caso de gue dichas
enzimas estén en un estado inmovilizado, es éecir, en que
dichas enzimes, al estar en combinacidn con otros materia-
les s6lidos, estén por si mismes en un estado tal en ¢l gue
no sean scolubles en agua y, por lo tanto, puedﬂn sSexr sbmcti
das a un uso repetido, mientras se mentiene la actividad Qg
talitica de dicha enzima, Con el fin de que estén preséntes
en un egtado inmovilizado, las cnzimas deben unirse de .elgu
no manera a un voriador insoluble en agua, para que, de es-
te modo, scan utilizables comercialmente en un estado inso-
luble en agua. |

' for lo tanto, un objeto de esta invercién es sumi-
nisirar nuevas composiciones de materia, en las que las en-
zimas puedan cstar covilentemente unides, en un estado in@g
vilizado. | \

Un objeto adici6n51 de esta invencidén es suminis-
trar un procedimiento para la preperacién de matrices dec sp
porte combincdas, inorgdnicas—orgdnicas, que se utilizon pa

ra unir covulentemente una enzime a . los grupos colgantes.

n
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con grupos funcionales, c¢n sus porcicnes terainzles reacti-~|

vas, . .

Fn un aspecto, una realisscidn de eota invencidn
reside cn una matriz orgdnico-~inorgdnica, que comprende un
gonorte sblicoe poroso, inorgdnice ¢ insoluble en agua, en
combinacidn con un material copolimero que resulta de la
reaceidn de aminopoliestireno y un monémero bifuncionsl.

Une realizacibn adicional de esta invencidn sc en
cuentra en un méiodo para preparar unc métriz orgfénico~inor
gidnica, depositandio ung sal de aminonoliestireno sobre un
éoporte s61ido, decsdée une solucidn acuosa a un pl inferior
a T y, Gespués, hzcer resccionar el material compuesto re-
sultanite de aminOpoliestircnb—soporte s6lido, con un mondme
ro ﬁifuncional, para formar la desesda matris orgénicoélnog
gdaica, ’

Unz realizacidn cspecifica de esta invencidn se =n

cuentra cn una metriz orgénico-inorgdnica, gue comprende aliy

na’gamoaque tiene combinado con ella un copolimero que résu:
ta de la reaccidén de aminopoliestireno con . un ecxceso de gl-
Gehico glutdrico,

Otra reelizacidn cspecifica &e esta invencidn sc exf
cuenira on un procedimiento para preparsr wns metriz orgéni
co—inorgfnica, oue comprende depesitar la sal del deido
clorhidrico del'taminopoliestifeno sobre alumina gamma, Ges
de una solucidn acuosa a un pH en el margen comprendido cn-
tre aproximademente 1 y aproximadamente 4, hacer reaccionar
despuds el materisl compuesto resultunte de ishinopoliesti~
reno~alimina gamma, con un excese de aldehido glutérico; ¥y
recuperar lg matriz'orgénico~inorgénica resultante.

Otra realizacién especifice de esita invencidn resi
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—de en un procodimiento para la preparacidn ée una matriz
orgénico~inorsdnica, que comprende tratar un soporte sélico
poroso, inorgdnico e insoluble en apua, con un monbmero de
estirenc, polimerizar el material commpuesto de cstireno~so-
porte s6lido, en condiciones de polimerizacién, nitrar el ma
terial compuesio resultante de polieastireno-soporte sélido,
reduéir ¢l material compuesto nitrato de poliestireno-sopor
te sdélido y, despuds, hacer reaccionar el material compuce-
to resultante de aminopoliestireno-soporte s6lido con ua mo-
némero bifuncional, para formar la deseada matriz orgdnico-
~-inorgdinica.

Otros objetos y realizaciones se encontrardn en ia
descripeién siguiente y mds detallada de la presente inven
cidn.

Como se ha expuesto en lo gue antecede, la préaente
invencién concierne a matrices de soporte, gue se utilizan
pare inmovilizar enzimas, comprendiendo diohgé matrices un
material compuesto orgdnico-inorgénico, que consiste en un
material de sopofte inorgénico del- tipo expuesto en lo que
siguc con mayor detallé, combinzdo con un material orginico
copolimero, el cuai, en el caso de un soporte poroso, estﬁ
substancialmente oclﬁido en los poros de (icho soporte poro
g0, El maferial compuesto copolimero contendrd grupos‘col~
santes que sobresalen de él, conteniendo dichos grupos col~-
gantes restos funciohaies situados terminalmente, que permi
tirdn que una enzima ég una covalentemente a dicho grupo,
en sus porciones terminales reactivas, Ademds, la invencidn
concierné también a un procedimiento para preparar estas ma
trices de soporie, ubtilizsndo reaccionanies relativamente

buratos, asi como utilizundo etapas mds sencillas en el pro
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_cedimiento para la preparzcidn de dichas conposiciones, Ade

mas, la resistencia mecdnice y lo estsbilided de los conju-
gados enzimdéticos que resulbon. de la unidn covalente de en-
zimas e estas matrices de soporte, serdn mayores gue lag
que poseen las enzimes inmovilizedss de la {denica anterior)
Por lo tznto, resulitard ficilmente evidente que las composi'
ciénés dé maﬁeria de la presente inwencién poseen venlajss
econdmicas, cue son wtilizables para gplicaciones industrig
les,
Ejemplos de soportes inorgénicos que pueden ser
utilizados como un componente de las nmatrices de soporte ie
la presente invencidén, consistirdn en una amplia diversic
de materiales, gue incluyen soportes porosc, tales como
aldﬁina, que posee didmetros ae poro que van desde 100 =mzs
troms. zsta 55.000 Angstroms, y que posee también una densi
dad aparente (ABD) compfe da en el nmargen de 0,1 a 0,5.
El ares superiicisl del soporte poroso inorgénico nart1cu~
lar, variard también a lo largo de un margen reaatlvamepue
amplwo, siendo dicho _margen entre 1 y 500 m /g, giendo cl
margen de dérea superficial preferido e ntre 5 y 400 m /g. La
conflgura016n del moterial de soporte poroso inorganlco va-
riard, depen@iehdo del tipo pariicular de sopdrte gue se

utilice. Por ejemplo, el material de soporte, ruede estar en

- Torma esférlca, en forms Ge partlculas, que van desde perti

culas flnﬂs hasta macroesferas, en forma ds monolito cerdmi

co, que i uede estar o no recublerto con un éxido inorgdnico
poroso, una membrans, . Pibras cerawlc.w, solas o tejidus en
una tela, silice, mezclas de 6xidos metélicos, parbiculas

de arena, zeolltas 0 mlca. Bl tamailo da particula pucae tan

bién variar a lo lar~o de un anmplio MOTrgen, dbp nulenuo nuE
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| vamonte del tipo particular de soporic aue se emplea y, tam

bién ael substrato y del tipo de instalacidn en el que el
conjugado cnzindtico ha de utilizarse. Por ejemplo, si el
sopoftc es ae forma esférica, las esferas pueden oscilar en
tamafio dacsde 0,25 hasta 6,35 mm de didmetro, oscilando el
tamaiio preferido entre 0,79 y 3,17 mm de didmetro. Cuando
el 36porte estd en forma de particulas, el ﬁamaﬁo de parti-
cula pucde oécilar también entre los mismos limites., En tér
minos de tamafios de malla US standard, tales particulas
pueden oscilar entre malla 2,5 y malla 10C, prefiriéndose
los tamafios de malla 10-40. De igual modo, si ol soporte es
td en forua de fibras cerdmicas, las Tibras pueden oscilar
entre 0,5 y 20 micras de didmetro o, si estd en forma de men
brana, la membrana puede comprender un material cerdmico
que egté colado en forma de una ldmina delgada. Debe enten~
derse que.los tipos . anteriormente mencionados ée’configura~
¢cibn dc soporte y de tamafio de los diversos soportes, se dan
simplemente con fines de ilustracién, y que no se prefonde
que la precente invencién esté necesaricmente limitada a
ellos.. - ]

También'sq éonsidera que los materiales de soporfe
porosos pueden eskar.recubiertos con diversos 6xidos del ti
po expuesto en lo gue antecede, o consistir en mezclaé de
los misnmos, o pueden tencr incorporadas a ellos otros diver-
sos materiales inorgdnicos, tales como fosfato de boro, co-
municando estos moteriales inorgénicos'una propiedades es-—
peciales al materiaiude sopofte. Una forma de soporte parti
cularmente ﬁtil>estaré constituido por un cuerpo cerémico,
que puede tener el tipo de porosidad agui &escritoéﬁara los

materizles de la precsente invencidn, o puede ser de esiruc-
’ |

1
i
!
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-tura en panal, con caniles ce concxidn de tzmafio macroscéoi
co por toda su mace, conovidndosc tnles meferiales cominmen
te come monolitos, y los cusles pueden estar recublertos corn
diversos tipos de aldmina, éxido de zirconice u~6xido de ti-
tanio, poroses. I1 uso de un tipo de soporte como éste tie-
ne la venitoja perticular de permitir la libre circulscidn de
substratoé altamente viscosos que se encuenbran con frecuen

cia en las reacciones comerciales ctlalizadas por enziuas:

e

Un componente de la porcidén orgdnica de la natriz de snporte
comprende un : afinonoliestireno, mientras que el ‘otro compo
ﬁeﬁte dé 1é ?orcidn orgénicé comprende un mondmero bifuncio
nal. Bl reaccionante mondémero bifuncional eatd prezente en
un exceso suficiente como el que se necesita para producir
gruﬁos colganves con fﬁncioneg terninalaes, estando prescnte
¢icho monémero bifuncional en un margoﬁ comprendido entre 2
y 50 moles con relacidn a los restos reactivos del material
compussto de soporte, siendo el mergen preferido de 4 a 25
moles de exceso,

Los grupos funcionales aue estédn presentes en el no
némerovbifuncional,‘domprpnderén restos reactivos bien cong
cidos, cupzces de unirse fécilmente con grupos amino, talés
como rcstos carbonilo, acilo o isocianato. Log grupos reac-
tivos de los compuestos biruncionales estén preferiblemente,
pero no necesariamente, separados por cadenas que conbicnen
de 4 a 1C dtomos Ge carbong. 1Los restos reactivos de los cep

puestos bifuncionzles son capaces, por lo tanto, de unirse

- covalentemente tanto con el componente de aminopoliestireno

de leo matriz de soporte, como subsigulentemente, despuds de |
eliminar por lavado los materisles gue no han reacdéionado,

también con los grupos amino de la enzims, la cval hay aue
) §
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Lafladirla en una elapa subsisuicnte, uniéndose entonces dichd

enzima, Qovalcntumcntc, con el grupo funcional reactivo de
‘la porcién terzinal de la cadena colorante. Despuds de la
adicién de la cnuima a esta composicidn, se prodaucird un
“eonjugcdo ensimdtico relativamente estable, que posee una
alta actividéd y una alta cstabilidad. La enzima gue no ha
reaccionado puede ser tambidn recuperada para su reutiliza-
cidn. Dekido al gran exceso de compuesto intermedio, o 3de
moléculas monéneras bifuncionsles espacia&oras gue sc vtili
zan, la matriz contendgé grupos colgantes que comprendern las
dolécﬁlas.espaciadoras; sobresaiiendo dichas noléculas de
la matriz y ~tenicndo restos reactivos disponibles en sus
porciones terminales, que son capaces de reaccionar con la
enzima y de unirla a las moléculas espacfadoras anteriormég
te mencionadas, mediznte enlaces covalentes. Por lo tants,
resulta {dcilmente evidente gue se formerd una matriz orgd-
nico~inorginica adecuada, que serd aplicable a la unién dé‘
enzimas, siempre que se utilice un exceso de lamolécula bi;'
funcional suficientemente grande para que suministre grupos‘
pendientes reactivos que sean capaces de reaccionar subsi-,
guientemente con la‘enzima que ha de ser inmovilizada., Uti;
lizando estos grupos colgantes funcionales como punto de
unidn para las enzimas, serd posiblec que 1as.enzimas tengan
una mayor movilidad y por lo tanto, serd posible que la acti
vidad catalitica de la enzima permanezca a un alto nivel,
durante un periodo de tiempo relativamente mds largo, de lo
que se conscguifié con una enzima que hayas sido inmovilizada

por cualesquiera de los otros métodos, tales como oclusién

4en una malla de gel, adsorcién sobre una superficie sdlida

o reticulacidn de la enzima con moldéculas enzimdticas adya-
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| centes mediante reactivos bifuncionales, ete. 3in embargo,
no toéas loe formulaciones producirdn resultados equivalen—
tos, en términos de eatabilidad o actividad.

njemplos de enzimas gue pueden ser inmevilizadas
por una reaccidn de unidn covelente, y que conticnen un gru
no amino cap&z;de reaccionar con un resto aldehidico, isocig
nato, acilo o éster, del grupo colgante qﬁé estd fijado a
un material polimero substancizlmente ocluido en los peros
de un material de soporte poroso, incluirdn: triﬁéina, pazad
na, hexoquinasa, beta-galactosidasa (lactasa), ficina, bro-
melainz, lactato deshidrogenasz, glucoemilzsa, quimotripsi-
na., pronasa, glucosa, isomerasa, acilasa, invertasa, aﬁila«
sa, glucosidasa, pepsina, reuinz, proteasa, xilanasa y éelg
lasa. En gensral, puede~utiliaarsé cualquier enzima cuyo'
punto activo no esté implicado cn la unidn covalente, aunoug
no necesariamente con resultados equivalentes. Asunque la ex
posicidn anteriormente mencionada estaba centrads sobre £ru
pos colgentes que contienen como resto funcional sobre elilog
un gropo aldehidico o isociznato, se considera también .den—
tro del alcence de esta invencidén que el grupo colgante pue
de conteneyr ctros restos fﬁncionales cepaces de reaccionar
con entidades carboxilo, sulfhidrilo u dtras entidades,
usualmenté presentes c¢n las ensimas. Sin embargo, la uhién
covalente de enzimas que contienen estos otros restos con
otros grupos colgantes, puede efeciusrse no necesariamente
con resultados equivalentea ¥ puede implicar fambién costes
aprecizblemente mayores para la preparacién de los compucs’
tos intermedios, Ha dé entenderse que la enumerscidn anterio
mente mencionada de soportes sélides .porosos, mondmeros, hi

drolizados, polimeros y enzimas, es solamente representativ:

r
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_de 1las cdiversas clases de compucstos gue nueden utilizorse,
¥ cuc la prescrite invencién no estd necesaorizmente linitada
a cllos, .

Lo preporacién de las composiciones de materia de
la presente invencidn, se lleva 2 efccto, preferiblemente,
en una operacién de tipo discontinuc. In un método de prepz
racién prcferidcs, el material de soporte inorgdnico se tra
tard con una solucidn, preferiblemente de naturaleza acuoaza,
de una sal de aminopolicstireno, mantenidéndose la solueida
acuosa a un pii iafcerior a 7 y, prefcriblementé, on un @dfger
de 1 a 4. Ejemplos de sales de aminopoliestireno que puéden
emplearse, incluirdn sal del 4cido. clorhiérico, sal del'ééi
do sulfdrico, sol del deido nitrico y sal Gel dcido fosféri
co, de aminopeliestireno, El pH de la solucién acuosa se
montiene al nivel deseado mediante la adicién de un écidb,
tal como los expuestos a continuacién, Después de completa-—
da la w«dicibén de sol de deido del aminopolie§fireno, Lo que
en una realizacién preferida de la invencidn, se efectdo-a
la temperatura ambiente y a la presiér. atmosférica, se colp
ca la mezcla prefcriblemente bajo vacio, durante un periodo
de tiempo que pucde oscilar desde una duracibn de 0,5 haséa
4 horas o mds. Después de completado cl tiempo de reaccidn,
ge gepara la solucidén que no ha sido adsorbida, y se deja
secar al aire el soporte tratado. Después el materia; com-
puesﬁo orgdnico-inorgdnico sé pone en contacto con un exce-
so suficientemente grande de un mondmero bifuncional, desde
2 a 50 moles en proporcién relativa al contenido de amina
del aminopoliestireno inicial, para suministrar grupos col-
gantes oue sobresalen del copolimero resultante, contenien-

do dichos grupos colgantes restos funcionales terminales
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L owe no han reuccionado. Tl mondmero bifuvncional se afiade
tasbién yrefiriblemente en unz solucidn acuesa, la cval se
retira desmuds de la reaccidn con 2l aminopoliestireno, y
la matriz resultante se lava para separar cualquier mondmero
bifuncional que pueda estar todavie prescnte. EL método
pucae conducirse cn un margen ée bampecrzturas comprendido
entre 4 y GOQC, preferiblemente, entre 20 y 2580,

En otro método de preparﬁcidn vreferido, se prapo-
ra un sistona en emulsidn, que consiste en estirené, Junto
cbn aditivoé tales como hidrogenofgsfato ¢e s08io o laur1;~
sulfato sédicb en solucidén acuosa. El soxorte sélido cue
puede estar en unz forma expuests en lo que sigue con mayor
detalle, tal como de ndédulos, giébulos ¢ monolitos, se'éolg
ca en la solucidn y se deja que proceds.la adsorcidn de la
solvcidn de la emulsidn, durante un periodo de tiempo que |
puecde oscilar desde 0,5 ﬁasta 2 horas de curacidn, efecludn
dose preferibhlemente dicha adsorcidén a presiones inferiovics
a la aitmosférica, usualmente hajo vacio. Despiéds de cdmﬁlau
tado el periodo de adsorcidn, la mezcla se caliente a conti
nuacidén hasta una temperatura que puede oseilar éesde 50 a
1009C, dursnte un periodo de tiempo, utilizandec un cataliqg
dor de polimerizacidn, tal coﬁo persﬁlfato potdsico. Despuis
de dejar gue proceds la polimcrizacidn del egtireno durante

un periodo de tiempo que puede oscilar desde 2 a 4 horas de

duracidbn, se interrumpe el calentamiento, y el soporte com-

puesto, sdélido, que contiene el estireno polimerizado, se
recupera desde la solucidn acvosa, se lava coﬁ agua destila
da y con un'disolvente, tal como acetona 0 benceno, para sg
perar cualguier estireno sin reaccionur., Altern&tivémente,

el estirenc puede ser polimerizado sin recurrir a un tipo de
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Lnolimerisacidn en emulsidn., Juando ge lleva o cfceto ecte

método de preparacidn, él soporte se ahade a.solnmente'el

monémero de estireno liouido, y se deja que el estireno se
adsorba, preferiblemente bajo vacfo, durents un periodo de
ticmpo predeterminado. Al final de este periodo de adsorcidn
se ahaden apua y un catalizador, tal ccmo pcrsulfato potdsi

co, después se calienta la mezcla hasta el mergen de tempera
tura anteriormente mencionado, y se deja que proceda la pc-

limerizacién durante un periodo de tiempo predeterminado.

Al final del periodo de polimerizacién, se recupera el mate

riél comruesto de poliestireno-scoporte sélido, de una manera
similar a la sxpuesta en lo gue antccede.

Seguidamente, se lleva o efecto la nitracién del ma
terinl compuesto de poliestireno-soporte sélido, afiadiendo
el material compucsto a un agente de nitracidn, tal como éci
do nitrico y, preferibiemente, 4dcido nitrico fumante del 90w
Ia adicidén sc lleva a efecto a una velocidad relativamente
lenta, mientras se mantiene el deido nitrico preferibicmante
a temperaturas inferiores a la ambiente, que oscila entre O
y 102G, mediante medios de refrigeracién exteriorcs, tales
como un balio de hielo o serpentines de refrigeracién. Sin
embargo, tales temperaturas bdjas no son esenciales para el
éxito de la reaccidn de nitracién y, si se desea, pueden em
plearse tempcraturas mds altas. Se deja que la nitracién del
material compuesto de poliesﬁireno-soporte sélido proceda du
rante un periddo ée tiempo qﬁe pucde oscilar entre 1y 4 ho
ras o mdgs, después de lo cual se recupera el meterial com-
puesto de policestireno-soporte sdélido, nitrado, y se lava de

nuevo con asus y con un disolvente.

Después, el material compuesto de nitropoliestire-~

t
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L.no-soporte sélido se afiade seguidunente a una solucidn aewo
sa gue coniiene un agen%e reductor, tal como ditionite séai
co, tras lo cuazl se calienta la solucidn hasta una tempera-
tura cen ol margen de 50 a 1009C, y se mantienc a esta tempe
ratura durcnte un periodo de tiempo que pucde oscilar desde
0,5 a2 2 heras. Al final de este periodo ée tiempo, se recu~—|
pera la matriz ae aﬁinopoliéstirenc-séporte, se lava, se se
ca bajo vacic y, preferiblemente, se mantiene hajo una capa
protectord de nitrdégeno. Para preparar la matriz de soporte
deseada, que contendrd grupos colgantes, a los que pucae ln
movilizarse una enulmh, 1a matrlz de amlqopolleﬁtlreno-so—
porte sélido se pone en contacto seguidamente con un exceso
suficientemente grande de monémero bifuncional, de 2 a 56
proﬁorciones mqlares con relacién a los grupos amino del.
aminopoliestireno, que reacc1on ard con ella parz suminisiran
grupos coigantes que sobresalen del copolimero resultante
gue contiene entidades funcionales terminales sin reaccio-
nar. Este mondmero bifuncional se afiade preferibleménﬁe‘cn
una solucidn acﬁosa, con lo que el*copolimerb gue se forme
sersd substancislmente ocluldo en los poros del scporte incr
génico. Seguidamentet_la matriz de soporte ce lava con agﬁa
destilada, para separar cualquier mondmerco bifuncional que
no haya reaccionado. |

Como se ha expuesto en lo que entecede, el uso dé
un exceso Gel mondmero bifuncional en los métodos preferidod
de preparzcidn, dard como resultzdc grupos colgzntes oue so
bresalen de la matriz, gue contienen restos funcionales tég
minaleé sin reaccionar. Entonces, las entidades funcionales

}
sin reaccloner estdn disponibles pars unidn covalente a la

By

enzima, la cual se ahade a le matri %, usualmente de nuevo en
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L solucién neuosa. Legpubs de separer los mat.eriales sin
reaccionar, por métocdos copvencionil:s, ftales como lavaco,
"lo enzima que estd ﬁnida covalentemente a los grupos colgan
tes con funcicnes, permencce unida a las porciones termina-~
les de los mismos, Por lo tanto, resulta fdcilmente eviden-
te que lu totalidad del método de inmovilizacién puede ser
llevade a 6&50 de una manera sencilla y barata, por ejemplo
en una columna rellenada con logs soportes inorgdnicos, uti-
lisando ua medio acuoso o medios disolventes baratos. ]
método se lleva a cfccéo mediante la utilizacidn de un'miqi
mo de eturas de operacién y, ademds, per@itienﬁo una féeil
recuperacién de los reaccionantes en exceso, de la enzima
sin unir y de la composicién de materia acabada, estando el
exceso de reaccionuntes y las enzimas siﬁ unir disponibles
para su reutilizacién.

Pambién se considera dentro del alcence de esia in
vencién, gue la formacidén de la composicidén de materia acé—
hada puedc cfectuarse tambidén en un modo de opcracién,édn{i
nwo. Un método que pﬁedc cmplearse: se lleva o efecto colo~
cando uns cantidad del 50port¢'sélido en un aparato apropia
do,que usuelmente estd conétitﬁido por una columna. Como
en'ellcaso de la operacidn de tipo discontinvo, el material
de soporte'sélido pucde estar-en cualquier forma deseada,
tal como polvo, nddulos o monolitos, y se coloca en la co-
lumna, después de lo cual sc carge también una solucién,
preferiblemente acuosa, de una sal de aminopoliestireno, la
cual se mantiene en contacto con el soporte hasta que este
Wltimo estd saturado con la solucién. La solucibn acuosa se

mantiene a un pH inferior a 7 y, preferiblemente, a un plH

comprendido en un margen de 1 a 4, mediante la adicidn de
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Lun dcido anropiado. Después de que se ha llévado a cabo la
satureeidn del soperte, =ze escurre un exceso seguidamcnte,
y se carga 4 lo columna un compuesto espaciador intermedis-
rio, tal como unu moldécula mondmern bifuncional reactiva,
preferiblemente- en solucidn acuosa, estendo ﬁresehta é¢icha
molécula bifunéional el um execeso eompfendido en un margén
de 2 é 56 molcs con relacidn al contenido de amina del ami-
nopoliestireno. iFientras que la formacién de la matriz se .
lleva a efecto durante un periodo de tiempo que ﬁuede osni-

lar de 1 a 22 horss de durucidn, la formacidn se lleva:g<c§
bo uwsualmente durante un periodé de.tiempo relativaménte
corto. Una vez completado el tiempo de permenencia deseado,
se separa el exceso de reaccionante espaciador, tal como a;
dehido glutérico, por escurrido, seguido por un lavado a
fondo con agua, para separar cualesguiera materiales sin
reaceionar,

Para rformar uvn conjugado enzimdtico inmovilizaéo,
se hzce pasar después por la-éolumna, que contiene la mairiiy
de soporte asi formada,.una solucién acuosa de una enzima
del tipo expuesto on lo que antecede con mayor detalle, efeg
tuén&ose ée este modo una unidbn épvalente de la enzima con
los grupos reactivos terminales de los restog colgantes con
fqnciones‘que sobresalen de la matriz. Esto tiene lugér has
ta gue no hay ninguna uniéh covalente més de la enzima. con
las moléculas colgantes. Fl exceso de enzima se recupera en
el efluente qué se retvira continuamente desyués:del escurri
do, y puede reciclarse a la columna para nueva utilizacidn.
Después de lavar la columna, la columna se halla entonces
lista pars ser-utiliza&a en reaccionés quimicas, en las que

ha de tener lugar el efecto catalitico de la enzima. Fstos
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| métodos se llevan a cabo dentro de les pardmetros de tiempo,
tamperatura ¥ concentracidn expuestos en lo que antecede y
degcritos en ol método c¢e tipo aiscontinuc, y darén como re
sultado complejos enzimdticos inmovilizados semejantes, Téﬁ
bién se considera dentro del alcance de esta invéncién, que
con modificaéiénes adecuadas de los pardmetros de reaccidn,
serd évi&cnte para los expertos cn la técnica que el proce-
dimiento puede‘aplicarse a une amplia diversidad de soporited
mondémeros difuncionales y enzimas,

Los siguientes ejemplos se dan con fines de ilustry
cibén de las nuevas composicioncs de matveria de la presente
invencién y de los métodos para preparar las mismas. Sin en
bargo, ha de entenderse que estos ejemplos se dan simpleren
te con fines de ilustracién, y que la presente invenciéﬁ no
estd necesaricmente limitada a ellos.
FJEMPLO 1

En este ejemplo, sc mezclé 1 g de una base de ali-~
ming porosa, que tenfa un tamafio de particul& comprencido ey
tre aberturas de malla de 0,707 mm-y'0,420 mm, una densidad
aparente (ABD) de‘0,34, y un tamaiio de poro que oscilaba en

tre 200 Angstroms y 10.000 Angstroms, con 10 ml de un 5% en
peso por volumen de aminopoliestirenc, que tenfa un peso mo
lecular de 22.000, disuelto en 4cido clorhidrico acuosb 0,1
molar., Los dos componentes se mezclaron a la temperatura am
biente y sc¢ dejaron en reposo durante un periodO'de uha hors
Al finel de este tiempo, se desgasificé la sdlucién, se fil
tré y ee secé el soporte s6lido que contenia adsorbido so-
bre €1 el aminopolieétireno. Después de ello, el material

compuesto se mezcld con 10 ml de una solucidén acuosa al 1,5

de aldehido glutdrico, que tenia un pH de 1,4, y se mantuvo
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| durante un periodo de uns nora a la tvemperaturs ambicnte.

haciéndose pasar por los gldébulos dicha alimentacidn de. ol- |

- mato. Al final del periodo de 2 horas, se determind la can-

que la enzima, a seber la glucoamilase, se purificd por me-

.¢ido en la téenica, dando como resultado uvn aumento de la

1tojn nom. o5 f

k1 finnl & este periodo de una hora, se decantd el exceso
de aldehido glutdrico y la matriz orgdnico-inorgdnica se la
v6 a fondo con agus, varias veces, Seguidamente, el conjura
do inmovilizado tinsl sc preparéd por trotamicnto dGe la ma-
triz con 6482 unidades de una glucoamilasa comercial, ven~
dida bajo el n§mbre comerciél de "Ambazyme", La inmoviliza-
c¢ién de la enzima se llevé a efeéto éurante un periodo de
16 hores, mientras se mantenia la temperatura del material
compuesto a 497, por medio de un bafio de hielo. Al final
del periodo de 16 horas, la enzime reéidual nd unida se se—
paré por lavado con agua y con una solucién de cloruro sédi
CO. .

| El-eo&jugado enzimét%co inmovilizado se cargd cn
une columna y se hiso pasar por los glébulos un 30% en vplg
men de soiucién de 2lmiddén vendido bajo el nombre comercial

de "Meltrin-150", mientras se mantenfa la temperatura a #0824

midén durante un periodo de 2 horas, a un caudal de 2 ml/mi-|

tidad de glucosa formada. Se encontrd que la actividad del
conjugado enzimdtico era de 3.240 unidades/g, para el caudal]
de 2 ml/minuto; definiéndose la unidad como los micromoles
de glueosa formados por minmuto y por gramo de conjusgado en-—
zimdtico inmovilizado.

Ejemplo IT

Se repitid ol experimento anterior, a excepcidén de

dio de un método de precipitacidn con isopropanol bBien cono
t

€
3
H

!
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|_pureza de la enzimu en 1,3 veces. Unz vez que esta enzima
puriricada fue inmovilizado de una moancra similsr a la ex-
pucsta anteriormente, y uwtilizada para convertir almiddén en
glucosa, se énconﬁré que el conjugado enzimdtico inmoviliza
do tenia una actividad de 4070 unidudes/g, pera un caudal
de 2 ml/minuto.
EJEFMPLO TII

De una maners similar a la expuesta en el Ejemplo
I anterior, se afiadié 1 g de una base de aldmnina, éue tenié
un tamafio de particula comprendido enire aberturds de malla
0,707 mm y 0,500 mm, y una densidad aparente 0,3, a 10 ml
de una solucién que comprendia un 55 en volumen de aminopo-
liestireno disuelto en dcido clorhidrico acuoso 0,1 molar,
La mezcla se¢ mantuvo a la temperatura ambiente durante un
perido de una hora, después de lo cual se dcsgasificd,;se
filtré y se secd la.matriz de aminopoliesbtireno-aldmina.
Los glébulos secados se afiadieron a continwacidén a 10 ml de
una solucidn acuosa al 1,5/ de aldehido glutéfico, quexténia
un‘pH de 1,4. Ia mescla se mantuvo-dursnte un periodo de
vna hora a la temperatura ambicnte y, después, se decantd
el exceso de aldehido glutdrico. La matriz orgdnico-inorgd-
nica se lav§ varias veces con agua y, después, se traté con
1.300 unidcdes de glucosa isomerasa, que tenfa una acﬁividaﬂ
egpecifica de 8,5 unidades/mg de proteina. La copulacidn se
efectudé a una temperatura dev490, durante un peribdo de
22 horas, Il conjugado de glucosa isomerasa inmovilizado re
sultante, en el cual la enzima estaba unida covalentemente
a las funciones aldehido'libres del material copolfmero, lad

cuales surgieron del uso de un exceso de aldchido glutérico

se lavé a fondo con agua y con una solucién acuosa, de clory

i
|
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- EJERPLO IV

“une actividad especifica de 15 unidades/mg. Ia copulacidn

sa similar.a la descrita en el Ejemplo IIlanterior, duronte
: . !

»n
Bloja nam. & 9

cionar,

El conjugado enzimﬁtico inmovilizade se cargd en
una colwmne adecuada y a travis del lecho de conjugado sc
hizo pasar una solucidn al 455 de fructosa, que posefs un
pH de & y que contenia clorurc magnésico 5 x 1073 molar, a
una temperatura de 609C, durante un periodo de 2 horas. Se
determinaron el contenido de glucosa y el caudal, encontrin
dose que este conjusado enzimdtico inmovilizado tenfa una
activided de 700 unidades/g, psra un caudal de 2'm1/minuto,,
con una eficasia de copulacién del €0%. Se determind, aﬁémés
gue el conjuredo enzimdtico poseia una vida media de 22 dias
a 609C, en una operacién continva en columna, utilizando el
caudel de 2 ml/minuto para la alimentzcidn a través del con
jugado.

En este ejemplo,.unn base de alumina, que tenic un
tamaiio de particula comprendido entre aberturas de maila
0,250 mn y 0,177 mm y una densidad.aperente de 0,3, se tra-
t6 con aminopoliestireno y con un excesb de aldehido glutd-
rico, de una manera similar a la expuesta anteriormente, pa
ra formar una matriz de soporte orgdnico-inorgdnica. Eata

matriz de soporte se tratd con glucosa isomerasa, que poscily

se efectud ofreciendo 2.800 unidades de enzima g la matrisz
de soporte, a una temperatura de 42C, durante un periodo de
22 horas. Después deulavar a fondo el conjugado enzimdtico
inmovilizadé, éste se cargd en una columnza y a través del

lecho de conjugedo se hizo pasar una alimentacién de fructo

!
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el productc a cnsayo, encontrindose auc ¢l conjupado ensimd
tico inmovilizado tenfa uno actividad de 1,200 unidades/e,
con una eficacia de copulacidn del 540, |

FJEMPLO V.

. n esfe ejemplo, 1 g de nédulos de alimina porosa,|
¢e mulla 10, que tenfn una densidad aparente de 0,344 y
unos tamaiios de poro que oscilaban entre 200 Anstromgs y
10.000 Angstroms, se colocéd en una emulsidén preparada a pui
tir de 0,5 g de hidrogenofosfato de sodio, 0,5 g£-de lauril-
sulfato sédico, 2 ml de estireno y 20 ml de agua destilada.
Se dejé auc los néauloc adsorbieran esta emulgibn, bajo va-
efo, curante un periodo de una hora, después de lo cual se

calenté la mezcle durante un perlodo de 3 horas; a una fam—
poratura de IOOQC, en presencia de un catalizador de poiime
rizacién oue comprcndfa 0,5 g de persulfato potdsico. Al fi
nal del periodo de 3 horas, los gldébulos se filtraron pera
separar cl liquido, se lavaeron con agua destilada y ccr 100
ml de acetena. Jespuds, sc atadidé leniamente 1 g del sopor-
te de poliestireno-alimina a 50 ml de #cido nitrico fumente
del 90,5, Ia adicién del. soporte al dcido se efectud a una
temperatura de unos 0 a 109C, alcanzdéndose la tcmpnratura g
diante colocncidén del aparato en un baiio de hielo. Al cabo
de un periodo de 2 horas, se retird el soporte niirado, se
lavé con azua y con acetona, Para llevar a efecto la reduc-
cidén del soporte nitrato de policstirero-alimina, se afiadié
1 g del material compuesto, junto con 1 g de ditionito sédi
co, & 100 ml de agua.dcstilada. Seguicamente, se calentd la
mezela hasta ebullicidn y se mantuvo 2 esta temperatura G-

rante un periodo de una hora. Después de esto, se 1uV6 el

T
¢
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_sonorte de material compucsuo ée aminonolicstireno-aldming

cor gguz deatiloda, se seed baje vacio y se mantuvo bajo uni:

‘atndsfera de nitrdégeno,

1 soporte de amihopolieétir;::no—-ul'i-'ﬁin:e. Preparado
e aﬁuerdo con ¢l pdrrafo anterior se puco seguidamente cn
comtacto con.lo ml de una solucidn acucsz al 504 de aldenidd
glutdrico, cus tenia un pH de 3,5, duranic un periodo de une
hore = la tomper turm ambicecnte, Al cabo de un periodo de 1
hore, se decantd el exceso de aldchido glutdrico y la matiid
orgdnice-inorgdnica se lavé a fonuo con sgua, varias vecus,
don el fin de separor eficazmente los rcaécionantes qﬁe-u
nal se prepardé seguidamente, por tratamiento de la matriz
con 8300 unidades de una glucosaamilasa éomercial vendlida
bajo el nombre cemercial de Hovo PPAG~12, efcctudndose Gichs
inmovilizecidn de la enszima durante-un veriodo de 16 hcra

pientras se mantenia la temperatura de 1o meucla a unos 490
por medio de un baio de hielo, 41 cabo del periodo de lédhg
ros, 1a enzima residual y sin unir-se separd por lavado con
ague y con une solucidn de cloruro sébdico.
Seguidemente, el conjurato enzimdiico anVIllAdR
se cargd en uns columna y se¢ hizo pasar por los glébulos corn
una solucidn de almidén al 30% en volumen, nombre comercial
Maltrinelﬁe; a un caudal de 2 ml/minuto, mientras se mante-
nia la temperatura a 60°C, dureznte uan periodo de 2 horas.
Al final del periodo ce 2 horas, se determiné la cantidad
de glucosa formeda. Se encontrd gue -la actividad dcl conju-
gado enzimético era de 695 uniGades/sramo, para el caudcal
de 2 ml/mimtc; Getfiniéndose el sérmino "unidsd® como los

micromoles (e glucosa Tormados por minubto y por sramo de coy]
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jurado ecruimdtico inmovilisedo.
FIEAPLO VI

Se repitié cl experimento V, a axcepeidn de que la
enzima se purificé por medio de un météao de precipitacidn
de isoprojpanol, bien conocido por los expertos en la téeni-
co. Una vez qué la enzima purificada fue ihmovilizada de
uné manera similur a la expueste anteriormente y utilizada
para convertir olmidén en glucosa, se encontrd que el conju

gado enzimdtico inmovilizado tenfa una actividad de 852‘ﬁQ1

dades/g, para un caudnl de 2 ml/minuto.
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1 L HeTVINDICLSIONIS

5 ' Los puntos de invencidn propia y mueva que se pre-
sentan pars que sean objeto de esta solicitud de Patenie de
- Invencidn en Fspafia, por VEINTE afios, son los que se reco-
gen cn las reivindicaciones siguientes:

12,~ Procedimiento para preparar una matriz orgédni-
10 ca~inorgdnica, que comprende un soporte sélido, insoluble
en agua, inorgénico y poroso, en combinacidén con un maté}ia]
copolimero resultonte de le reaccidn de aminopolicstiréno cdn
un monérerc bifuncional, gue comprende depositer una sal
de aminopoliestireno sobre un soporte sélido, desde una so-
15 lucidn acuosa, a un pH inferior a 7 y, despuds, hacer reac-
cionar el moterial compuesto resultaente de aminopoliestire=-
no~-soporte sélido, con un monémerc bifuncionzl, para former
la deseada matriz orgdnico-inorsdnica, .

28,~ Fl procedimiento expuesto en la reivindicacidn
20 18, en el cual el pi estd en un margen 'de 1 a 4,

.- E1l procedimicento expuesto en la reivindicacidr
12 o 22, en el cual la sal de aminopoliestircno es la sal
de dcido clorhidrico.

48,~ El procedimiento expuesto en la reivinéicacidn
25 12 o 22, en el cual la szl de aminopoliestireno eS'séi de
dcido sulfdrico.

g,- E1 progedimiento-expuesﬁo en cualouiera de -lag
reivindicaciones 12 a 42, en el cual ¢l mondmero bifunciona
estd en exceso con relacidn el aminopoliestireno.

30 - &2,~ El procedimiento expuesto en la reivindicacidn

21118
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.12, cue comprende trator un éoportc sélido con un mondmcro
de estirero, polimerizar cl material compuesto de estireno-
~goporte =blido, en condiciones de polimerizacién, nitrar el
material compucsto resultunte de poliestireno-soporte séli-
do, reducir cl material compuesto nitrato de poliestirenow-
-soporie sdlidé vy, después, hacer rcaccionzr el material
compucsto resuliante de aminopolicstireno-soporte sélido,
con un mondmero bifuncional, para formar la deseada matri.
orgénico~inorginica.

78.~ E1 procedimiento cxpuesto en la reivindicacidr
62, cn el cual dichas condiciones de polimerizacidn incluyer
una temperatura cn cl margan de 50 a 100%8C.

82,~ FlL procedimiento expuesto en la-reivindicacién
68 o 79; en ¢l cual dicha polimerisacidn se efectia en pre-
sencia de un catalizador de polimerizecién,

gé,- X1 procedimiento expuesto en la reivindicacidn
82, tn ¢l cual dicho catalizador de polimeri;écién es persul
fato potdsico. ‘

108, X1 procedimicnto expuesto en cualquiera de
les reivindictciones 62 a G&, ecn el cuzl dicha nitracién se
efectis por tratamiento de dicho material compuesto de poli
estireno-soporte s6lido con dcido nitrico a temperaturas in
feriores a la ambiente.

118,~ El procedimiento expuesto en la reivindica-
¢ibén 10¢, en el cual dichas ﬁemperaturas estdn en el margen
comprendido entre O y 109C, .

128,~ E1 procedimiento expuesto en cualquiera de
las reivindicaciones 68 a 112, en el cual dicho materigl
compuesto nitrato de poliestireno-soporte sélido se reduce

por tratamiento con ditionito sédico a una temperatura ele-
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132,- %1 groccdimicnto exmuesto cn la reivindica-~
cién 128, en el cuul dicha temperatura eleveds es de 50 a
10028,

148, - BY procedimiento expuesto en cualguiera de
las reivindicsciones 1% a 132, en &l cual dicho soporte 56~ |

~lide comprende un 6xido métélicc. |

15a8.~ Xl procedimiento expuesto en la reivindica-
cién 142, en el cual dichc dxido meidlico es una aiﬁminé.

1¢2,~ Fl procedimiento expuesto en la réivindica-
ci&n 152, en el cual dicha slimina es aldmina gomma.

i78.- El procedimiento cxpueéto en.cualquiera Ge
las reivindicaciones 12 a 138, en el cual dicho soportc so-
lido es un monolito cerdmico recubiertc con un 6kido metdli
CO pOTDE0.

» i&ﬁ.— El procedimiento expuesto en cualquiera re
las reivindicaciones 18 g 132, en el cual dicho soporte sd-
lido es una silice porosa.

198, - E1 procedimiento EXpuesto en cuzlguiera de
las reivindicaciones 12 a 182, en ¢l cual el monémere bifun
cional es aldehido glutdrico.

202,~ "PROCEDINIZNTO PARA PREPARAR UNA MATRIZ OUGA
NICA-INCRGANICAY.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que anteég

de, y con los fines que se han espacificado.
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Ista Memoria consta de treints y seis hojag escri-
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